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Beschreibung 
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,001, T Um o r Ne kr os fe Fa W or„(T N Fa,auchCac h ec S 

aufbitimmteTumorenent^ 5 ebe rsichtsarbeiten 2 und 3], 

der Lymphokine/Cytokine. die im folgenden ^^^^^n^^^ inhibierende oder cytotoxische 
TNF verfugt uber ein bre " lar ^ STSlES von Fibroblasten und die phagozytierende/ 

WirkungaufeineReihevonTumorzelll.n^ Endot helzellen oder ubt eine 

cytotoxische Aktivitat von myelo.schen Zell en [4,5 6 ] ^^Jmm ^ spe2ifiscnen Enzymen in Adipozyten [11) 
inhibierende WirkungaufEndothelausl^ 

Sepsis [17], bei der Entwickiung von Auto— ^^^^^^^ Wirkungen von Endotoxin 

zessen beteiligt ist. cne7ifische RezeDtoren vermittelt, wobei nach heutigem 

[0003] Diese biologischen Effekte werden *»ch JNF uber ^ihKhe ' V erschiedene Zelltypen unterscheiden 

LseUandsowoh.TNFawie^ 

sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22 2 

(TNF-BP) wurden durch kovalente B.ndung an "J^S^^^^ wurde n: 95/1 00 kD und 75 kD [24], 
Icheinbaren Moiekulargewichte ^jf^V^^^SZ Sfw £ ™* 70 kD [28] und 1 45 kD [29]. 
95 kD und 75 kD [25], 138 kD, 90 kD, 75 kD und 54 kD [26 10 ^^ 
MiUe.sant,TNF-Antik6mer— 

(SDS-PAGE) konnte ein solcherTNF/TNF-BP-KomplexisoHenwerae l T NF-Bindeaktivitat getestet 

gewichte im Bereich von 50 kD) wurde von Olsson et ^° n ^^ und HPLC aus Membranex- 

0004] Brockhaus et a.. [32] «^ 

UatonvonHUK^^ Verwe ejnes so|chen immobilis ierten 

von monoklonalen Ant.korpem gegen TNF-BP vewenae wura & hromatogra p hie und HPLC von 

Antikonoens (immunaffinitatschromatographie ^ ^ n ^™Si2^tJn*^ Preparation von TNF-BP 
Loetscher und Brockhaus [31 ] aus e,nem Extrakt von hum ^«^ ,a ° enta J chwacne Bande bei etW a 40 kD und 
erhalten, die in der SDS-PAGE-Analyse eine ^*£*fiZ£%£' Sen zeigte das Gel im Bereich von 
eine sehr schwache Bande im Bere.ch zw.schen 55 kD und 60 | D ergabj m u 9 * war jedocn im 

reren Placemen) nicht klar. Publikation von Smith et al (Science Vol 248 (1 990) 

[0005] Die Sequenz eines Rezeptors fur TNFcc ist in Figur 3 der ruDiixauon 

S.1019 - 1023 offenbart. „^h««QiirhP Proteine d h beispielsweise Membranproteine 

; [0006] Das Umfeld der vorliegenden Emndungbet ^^^^^-J^ (TNF-BP), in homo- 

durch wenigstens eine der tolgenden Aminosaureteilsequenzen gekennzeichnet s.nd. 



m Leu-Va.-Pro-His-Leu-Gly-Asp-A^ 
ilBTsef-Thr-Pco-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 
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(HE) |ie-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 

(IIF) Leu-Cys-Ala-Pro 

(IIG) Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp _ 

(IIH) Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X.X-Leu-lle-X.AIa.Pro 



[0007] lm Stand der Techn,k s.nd be ™» ™- BK ™ * fch djese s uenz von der erf indungsgemassen 

paische Patentanmeldung mit der Pubhka « ^^^^S^^^ sfch aber bei de " im Stand 

TNF-BP und nicht um membrangebundene, d.h unlosli che, ™MR 

l0 008] OerGegenstandder Erfindungist du^ ^ erfindungsgemSssen 

[0009] Gegenstand der vorhegenden Anmeldun sin auch ' ™ an dje fol den Reinigungsschritte 

TNF-BP. Diese Verfahren sind ^"^^^ 

nacheinander ausfuhrt: Herstellung eines Zell- Oder ^^^^^^tech^atographle (HPLC) und prapa- 
odermehrfacheLigandenaffin» 

rative SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Kom°.nat Irfahrens essentiell. wobei einzelne Schritte 
einzelnen Reinigungsschrrtteistfurden der ursprunglich 

im Rahmen der zu losenden Aufgabe moditaert i ^^^^^Li*^ Immunaffinitatschromatogra- 
fOr die Anreicherung von TNF-BP aus humaner Plac f ta j 31 ' ^"^^ d ^ ejne BSA .Sephacose 4B-Vorsaule 
phie/TNFa-Ligandenaffin^^ 

verwendet wurde. Diese Vorsaule wurde zum Auftrag des Zel I od « Mambran ^.^ ^ 

tatssau.e und gefo.gt von der UganfrnrtjM J£^-{S^S^f5L«. wurden nochmals uber 

TNF-BP isoliert werden konnen. Ein sotehes ^ e ^^^^\^^^"^g^^^^g|J^y^^'jn^^Wndung miteinerwiez.B. im 

beispielsweise fur HL-60-Zelien dis zu men. aitelische Varianten, umfasst sind. 

[0011] Das heisst, dass von der vorhegenden Erf.ndung_ ^ Vanan ^ scneinba ren 

0012] Als Referenz sind seiche DNA-Sequenzen Sequenz . wie Sequenzen, die fur 

Melekulargewicht von etwa 55 kD kodieren. w,e ^ Bne DN A Sequenz , die beispielsweise fur ein 

nichtlos.iche wie losliche Fragmente von , ^^SS^^SS'-STlS 1122 dar in Abbildung 1 gezeigten Se- 
solches nichtlosliches Protein-Fragment kodiert, r*ch ^on Nukl^d sin d beispielsweise seiche, die von Nukleotid 
quenz. DNA-Sequenzen, die fur losliche Prote.n-Fragmente "jJ^^^Jn reichen Bevorzugt sind DNA-Se- 
?,« bis 633 bzw. von Nukleotid ^^JSS^iSSR SSS^S 4 dargesteL parties cD- 
quenzen, die fur ein Protein von etwa 75/65 kD kodieren woo ■ d . diesem Fa „ die sequenzen 

NA-Sequenzen enthaiten, bevorzugt f ^ "J^J^^J^ „G und I.H werden von der partieflen 
des offenen Leserasters von Nukleotid 2 bis ^^ ie .^ n P ™chungen der experimentell bestimmten Aminosau- 
cDNA-Sequenz in Figur 4 kodiert, wobe. die geringfugigen Abwa^ungan P geringeren Auflo- 

resequenzen von der von der cDNA ^« ^ far nlchJiche wie losliche 

sung der Gasphasen-Sequenzierung beruhen Bevorzugt s.nd I aucn ur * ^ DNA-Se- 

FragmentevonTNF-bind^ 

quenzen fur seiche loslichen Fragmente konnen auf Gmnd d e werden . 

humanem Immunglobulin, IgG, kodiert. DNA-Sequenzen kodierten rekombinanten 

f0014] Die vorliegende Erfindung betnfft naturUch auch die von so cher ' ^ »JJ I beispielsweise 
Pro eL. Se.bswerstand.ich sind dabei auch seiche Proteine^ 

mme te geziener M u te genese Aminosiu 

5 deren Fragmente. nam^^ 

beteiligten Membrankomponenten In "Z*™^^ sind im Stand der Technik 

rsca™^^ proteins " (Academic pressi New Yo *- 1979, siehe 
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bonders Figur 6, Se«e 1 4) beschrieben. Die am ^^^^^T^ 
G.u, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala^hr, Ser/Asn Al^, Ser^^ 
Asp/Gly,sowie solche in umgekehrterWese.DK^^^^ 

DNA-Sequenzen enthalten und zur Transformed von OWMpo den e / ndungsgem assen 

sind, wobei seiche v 2 iegeTde Lld^ng auch noch m* so.chen Vek- 

TNF involviert ist. oiinpmein Zellen die solche TNF-BP in 

tergenzien, beispielsweise Tnton X-114. 1 0 n i ociyi p "9' P i Medjum 

,„„ enau sta US ch^h,.m..o 9 mphle, DM. **► 

Spuren von SDS konnen dann gemass Bosserhoff et a. ^^^^^ Methoden der Peptidohemie, 

terisiert ^^J^S^IS^ SSwSSL sequenzlert werden. Solche Fragmente, die 

(0019] Ausgehend von der so « Codes nach im 

steliten DNA- wie Aminosauresequenzen konnen unter B "«^^^3en 151 1 Mittels dieser konnen dann 
Stand derlechnik bekannten Methoden geeignete^ 

wiederum nach bekannten Methoden der Molekula * lo,0 f^ h 2 ;^ Ausserdem konnen mittels 

der Polymerase-Kettenreaktion (PCH) i4»j cuin« ndy . npnetischen Codes voilstandig degenerierte 

======= 

» g.*»» S.,™ o*r solche >H» *„.™ dan, mtt* Mm* in im Si.™, der 



35 



40 



5 



EP 0 939 121 B1 



folgt bevorzugt in Stager- wie '"Mttjnwjjn- Pro motorelement, urn eine guteTran- 

t 0022] Ein typischer Express.onsvektorfu n ^™^ Si le fQr ei ne effiziente Termination und Polya- 

skriptionsrate zu erzielen, werde konnen, sind "Enhanced, welche zu nochmais 

denylierung des Transknpts. Weitere Elemente, d ' e ^« n ° 6 ;* Halbwertszeit der mRNA bewirken konnen. 

verstarxterTrans^^^^ 

J., Cold Spring Harbor Lab. (1985), Seiten 73-78. bestimmten DNA-Sequenz in Saugerzeilen 

[0023] Die meisten Vektoren, die fur eine ^JJKT In ZeZ e das T-Antigen des Virus expri- 

lerwendet werden, enthalten den Replikat. onsursprung des SV40 ^J^J^ £xpre J on ist aber nicht auf 
mieren, (z.B. COS-Zellen), werden diese Ve *° ren Signale, die 

COS-Zellen beschrankt. Im Prinzip kann ,ede *?«»*Z^ von SV40, der Promoter und 

eine starke Transkription bewirken konnen. ^ B ^^I^S^«»<*«). die LTRs ("'°"9 te ™ nal re " 

wie z.B. die Promotoren des Aktin- und f °» a ^^^^ im Genom (Chromosom) 

[0024] Altemativ konnen aber auch ^^^^^Zm mit einem selektierbaren Marker, z.B. 
Integriert haben, erhalten werden. Hierzt , wird ^^f^" 6 ^ (hgpt) 
Neomycin. Hygromycin, Dihydmfolat-ReduKase tJ^J^Sl auch noch sta* vermehrt werden. Ein ge- 

wiinschten DNA-Sequenz enthalten. o w konnen sind Z . B . zellen der menschlichen Zell- 

[0025] Saugerzeilen, welche fur ^T^^^^m «nd L-Zel.en. z.B. [ATCCCCL 149], 

srs;" «° cv 1 [atcc ccl 7o] - und die cos " ze,,,,n,en 

[ATCC CRL 1 650, CRL 1 651 ]. beisoielsweise Vektoren wie pBC1 2MI [ATCC 67 1 09], pSV2dhf r 

[0026] Geeignete Expressionsvektoren "^^f^SSSro^l^ und pMSG [Pharmacia. Uppsala, Swe- 
ATCC37 146], pSVL [Pharmacia, Uppsala, Sweden], P«W*"** 7r J una » pN i23". Diese konnen 

den,. Besonder bevorzugte Vektoren ^^^^^1^^ Methoden iso- 

aus den mit ihnen transformierten E. oobMrmn "^ JJJ^ J e P utschen Sammlung von Mikroorganis- 
Hert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden am 2 L^ 1 ^^ ffcHB101( p K i8)undDMS57e4«lrHB101 
men und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD unte M98M67Mta rwmv } ^ JHf _ Bp und 
{P N123) hinterlegt. Zur Expression der Proteine, *^V^JJ^S Region derschweren Kette, beste- 

» einem immun globulinanteil, d.h. alien Domanen ausser u rrrrZ^Z^L. c. in "DNA Coning" [Vol II., 
hen, eignen sich besonders pSV2 a >9 e f a *J^ Vektoren sind die bei der Deut- 

edt von Glover, D.M., IRL Press, Oxford, ^^f^^f^^^J^, BRD hinterlegten und in der 
schen Sammlung von MikroorganismenundZellkufture "^K^SSJJ^ (DSM 5315), pCD4- H7 l 
EuropaischenPatentan^ 

9 (DSM 5314) und P CD4-Hy3 (DSM 5523V Beijefcunji V erwendung dieser Vektoren zur Expression 

rsrs^- .as «ss= « *— > . * — - — ■ 

s ab. Eine Uebersicht uber diese Methoden f.ndet man z.B. be. PoHard et a... u ^ 

in -Methods in Molecular Biology" mSiXi^^ Mammalian Cells by Plasmid DNA", 

set rcTeSsr s^^ssss ^ - A «* hp,- 
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mediated DNA-transfection procedure" Proc. Nat Acad ^^^ ^J^L^^^ sc hon fur die Expres- 
[0028] Zur Expression in Insektenzellen kann das Ba ° u '°^^ sle he Luckow and Summers, 

sion iner Reihe von Proteinen erto.greich e ^ e *^^^ oder als Fusionspro- 

Bio/Technol097 6,47-55J988) verwende 

,eine hergestellt werden. Die so hergestellten , Proteme konner auch moo rekombinanten Baculovirus. der 

et bL, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82, 8404-8408, 1987) se.n. F " r * e "^^S^,. Hienjnter versteht man ein 
das gewunschte Protein exprimiert, verwendet man ^^^^^ZJ!.z.B. demdes Polyhedrin- 
Plasmid, weiches die heterologe DNA-Sequenz ^^^^ ^senders bevorzugte Vektoren 
gens, enthalt, wobei diese auf beiden Seiten ^.^^T^ 1 ^ Hnntn aus den mit ihnen trans- 
sinddieinBeispienoverwendetenVe^ 

formierten E. coli-Stammen » B101 ^^" M j^7^ bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
werden [42], Diese E. "**^^^^J^£ m » HB101(pN113), DSM 5763 fur HB101 
und Zellkulturen GmbH (DSM) in B ™^ w ?^ 

(P N119) und DSM 5765 fur HB101(pN 24 J^^^SSS^ Rekombination entstehenden rekom- 
Baculovirus in die Insektenzelien mMMM m 2" ""d isdiert werden. Eine Uebersicht uber das 

der Zellmasse oder den KulturuberstSnden geremi^werden^ monoklonalen Antikorpern nach bekann- 

[0030] Die TNF-BP konnen auch als Antigenezur W^rjJ^ — ^ golche 
L Methoden der Technik [44,45] odergemass ^^SSSS^S^^ Gegenstand der 
AntikS^r.insbesonderemonoklonateAnJko^ 

0-10M) konnen diese oder Fragmente davon als [ ^^ m ^^ fn Fes tphasenbindungstests oder in 
.fcssigkeiten nach im Stand der Technik baka ^^^ 

Verbindung mit Anti-TNF-BP-Ant.korpern in sogenann en S*« p le ■ 9 rersejts zum Auffinden von TNF-Ago- 
[0032] .m ubhgen konnen TNF-BP einereeits wJWjJ verwendet werde , 

nisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand * r ^"* ^^JLtehe Sa ize, die nach im Stand der Technik 
[0033] Die beanspruchten TNF-BP sowie ^^^^SSi vo pharmazeutischen Praparaten, vor 
bekannten Methoden hergestellt werden konnen, J^^^X^t ist, verwendet werden. Dazu kann 
aliem solchen zur Behandlung von Krankherte ^"Jj™^^ bzw erforde lich in Verbindung mit anderen 

betreffenden Beispiele dienen der Erlauterung der Erf.ndung. 



Nachweis von TNF-bindend en Proteinen 



55 



[003S] Die TNF-BP wurden in einem Finest 

wurde mit Na«l (IMS40. Amersham, Amersham England) und I todo ^Ge ' . fl Mem . 

land, Niederlande) nach Fraker und Speck [48] rad ™^ Nitrocellulose- 
branen derZellen oderihresolubi.isier.en, °ann in Pufferiosung mit 1% entfet- 

Filter (0.45 * BioRad, Richmond, Calrforma, US A) a^9W ? 5|-TNFa (0 3-1 .0-1 0» cpm/ng) in zwei Ansatzen mit 
tetem Milchpulver blockiert und anschl.essend m,t 5-1 0* opriM I ™Fa (0.3 1 P ^ ^ ^ Rg 
undohneBeigabevon5,g/m,« .„ ^ rCounter qeZ ahn. Die 

dioaktivitat wurde autoradiography semiquanflte ^ na ^ e Bjnd ,„ AnweS enheit von unmarkiertem 
spezlfische ^l-TNF-a-Bindung wurde nach ^^^"^"^ wurde 9 bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
TNF-a im Ueberschuss ermittett. Die spezifjs etaTNFBMdu g im F ^ rte « ^ ermjttelt wurde . 

tionen gemessen und nach Scatchard analysiert [33], wobe. em K< Wert 



7 



EP 0 939 121 B1 



10 



15 



20 



25 



Beispiel 2 

Zellextrakte von HL-60-Zellen 

wurde in einem 75 1 MHM g Chemap, Schweiz m 58 von 32 m2 Kassette) in den 

Kassettenmembransystem "PROSTAK (Millipore, & ™*"> „ wurde mit e iner Watson-Marlow Pumpe, 

ausseren Zirkulationskreislauf integriert. Das ^^r^^JHSd- "PROSTAK" System im Au- 
Typ 603U, mit 5 ^min. umgepumpt. Nach einer Dampfstenl.sat "nderAntaoe. ^5j^^ 20| ^ fttonn-ntir 
tolvenseparatstertlisie^^ 

(Chemap) gestartet. Die Zellzuchtunj , m mpffemjnt ^^^Z der HL60 Ansatz mit einem Titer 
gemass Tabelle 1 und einem Startzelltrter von 2x1 ° * ^ 7 1 und der p o 2 Wert bei 25% Sattigung 

von 4,9x1 06 Zellen/ml in den 75 1 Fermenter jAerfuhrt DerpH^er^ ^ "™ ™ anfang icher Batchfermentation 
gehaiten, wobei der Sauerstofleintrag ^^^^i^ S£SL sch pro Tag gestartet. 
wurde am 2. Tag die Pertus.on be. «"™f Me 7um abqezogen und durch den Zulauf von frischem 

Auf der Filtratserte der Membran wurde das kondrt.on.erte Med .urn a .bgezoge in i una 

Medium ersetzt. Das Zulaufmedium wurde wie foigt verstarkt: Pnmaton von J^J^J^J "^iunVTag und 
auf 6 mM und G.ucose von 4 g/, auf 6 g/i. Die P— ™* JJ"^ de d ie Fermentation 

am 5. Tag auf 100 I MediunVTag erhoht. Nach 120 Stunden de '^^^^Lum bis 40x10* Zellen/ 
beendet. Unter den gegebenen Omenta t.o^ dann m zunehmen . 

ml-DtoVeidopplungt^ 

(Be! k man-Zentrifuge [Modell J-6B, Rotor JS], 3000 rpm, 10 min., 4°C) geerntet. 

Tabelle 1 



30 


HL-60 Medium 






Komponenten 


Konzentrationen mg/l 


35 


CaCI 2 (wasserfrei) 

Ca(NO 3 ) 2 *4H 2 O 

CuSO 4 »5H 2 O 

Fe(N0 3 ) 3 *9H 2 0 

FeS0 4 »7H 2 0 

KCI 

KN0 3 

MgCI 2 (wasserfrei) 
MgSO 4 (wasserfrei) 
NaCI 

Na 2 HPO 4 (wasserfrei) 
NaH 2 PO 4 •H 2 O 
Na 2 SeO 3 # 5H 2 O 
ZnS0 4 »7H 2 0 


112,644 
20 

0,498»10- 3 
0,02 
0,1668 
336,72 


40 


0,0309 
11,444 
68,37 
5801 ,8 


45 


188,408 
75 
9,6»10" 3 
0,1726 


50 


D-Glucose 
Glutathion (red.) 
Hepes-Puffer 
Hypoxanthin 
Linolsaure 


4000 
0,2 

2383,2 
0,954 
0,0168 
0,042 
10,24 
0,0322 


55 


Liponsaure 
Phenolrot 

Putrescin 2HCI 
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Tabellel (fortgesetzt) 



HL-60 Medium 



Komponenten 



Na-Pyruvat 
Thymidin 
Biotin 

D-Ca-Pantothenat 
Cholinchlorid 
Folsaure 
i-lnositol 
Niacinamid 
Nicotinamid 

para-Aminobenzoesaure 
Pyridoxal HCI 
Pyridoxin HC! 
Riboflavin 
Thiamin HCI 
Vitamin B 12 

L-Alanin 

L-Asparaginsaure 
L-Asparagin H 2 O 
L-Arginin 
L-Arginin HCI 
L-Aspartat 
L-Cystin 2HCI 
L-Cystein HCKH 2 O 
L-Glutaminsaure 
L-Glutamin 
L-Glycin 
L-Histidin 

L-Histidin HCI»H 2 O 
L-Hydroxypyrolin 
L-lsoleucin 
L-Leucin 
L-Lysin HCI 
L-Methionin 
L-Phenylalanin 
L-Prolin 
L-Serin 
L-Threonin 
L-Tryptophan 
L«Tyrosin»2Na 
L-Valin 

Penicillin/Streptomycin 
Insulin (human) 
Tranferrin (human) 
Rinderserumalbumin 

Primatone RL (Sheffield Products, Norwich NY, USA) 
Piuronic F68 (Serva, Heidelberg, BRD) 



Konzentrationen mg/l 
"88 



0,146 
0,04666 
2,546 
5,792 
2,86 
11,32 
2,6 

0,0074 
0,2 

2,4124 
0,2 

0,2876 

2,668 

0,2782 

11,78 
10 

14,362 

40 

92,6 

33,32 

62,04 

7,024 
36,94 
730 
21,5 

3 

27,392 
4 

73,788 
75,62 
102,9 
21 ,896 
43,592 
26,9 
31 ,3 
53 

11,008 

69,76 

62,74 

100 U/ml 
5 fig/ml 
15u.g/ml 
67 u.g/ml 
0,25% 
0,01% 
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HL-60 Medium 




Knmponenten 
Fotales Kalberserum 


Konzentrationen mg/l 
0,3-3% 



[0038] O.s Zen«u 9 .1 word. m« **»*» '^'^' ^S, jiM Uop.p.in. , [iM 

Stunde; 100'OOOxg, 1 Stunde). 
Beisplei 3 

Heretellunq von monoklonalen {TNF-BP)-Antik6rpern 

rekombinantes humanes TNF-a [Pennies, D. et a . ^l^Jte Sellers gekoppei worden war. Die 
Wang, A.M. et al. (1985) Science 228, 149] gemass den Empfeh ungen de ? ^ n x m enthielt und 
Saule wurde bei 4-C und einer Durchflussrate von 1 rnUm,n ^^Sl^Tu^ Russrate von 2 m./min mit 

10 ul der Emulsion wurden f^^^^^^Z„ n ari<otisierten Balb/c-Maus injiziert. 
Verfahren an den Tagen 0, 7 und 12 in e.ne J "tere Fu spfote erne herausgenommen, zerkleinert 

[0041] Am Tag 14 wurde die immune ^*™"™^gSg e nthie«, dumb wiederholtes Pipet- 
und in Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr 074-2200) das 2 gfl Na 3 MM 
tieren suspendiert. Gemass einem mod, izierten Verfahren von Da S .Groth ™ Q J* stocker et a| ., Re . 
(1980), 35, 1] wurden 5x10' Zellen des Lymphknotens m.t 5x 0 PAI Maus My i Ze||en 

search Disclosure, 217, Mai 1 982, 155-157), ^^SSS^S^^ M Polye.hy.eng.ycol in 
wurden gemiscbt, durch »9 ati °^ wahrend 10 Minuten vorsich- 

IMEM bei Raumtemperaturresuspendiertund dure ' ™^^_ amme| , und in 200 ml vollstandigem Medium 

und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 11 Tage lent • ' nkub 'f w TNF-Bindung an HL60-Zellen Oder 

t00 42] DieAntikomerzeichnensicbausdu^ 

durch ihre Bindung an Antigen im F.ltertest flemaw tospiel i. zu U937 . Zellen wurden in vollstandigem 

(TNF-BP)-Antik6rpern wurde folgendermassen ^rfahre^ 5x10 ^6° U93 Kont rollanti- 
( R PM, 1640 Medium , ng/mlbis 

Die spezffische Radioaktivitat des i»l-TNFa betrug 700 g m| pBS _ das 1% B SA und 

[0043] Die Zellen wurden 2 Stunden bei 4>C ' nkub ' e ^ 
0.001%Triton X 100 (Fluka) enthielt bei 0»C gewaschen.^ 
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Beispiel 4 

Affinitatschromatographie 

[00 44] FurdieweitereReinigungwurden^ 

5 A ntikorper (2,8 mg/m. Ge,), TNFa ^< ^ g eKoppe.t. Der 

schriften des Herstel.ers kovalent an ^"'J^^S^^ in der folgenden Reihenfolge hinterein- 

andergeschalteten Saulen geleitet. BSA-bepnarose vu.s-a i e tztoenannten Saulen abgetrennt und 

TNFaligand-Anlnitatssau,^^ 

einzelnfOrstehmitjeUOmlde^ 

jeW eilsverelntundm«1M Tr^ lmmun . A «initatschromatogra P hie einerseits und der 

[0045] Die so vereinten TNF-BP-aktiven hrara °™ Reinigung nochmals auf je eine kleme 

TNFa-Ligand-Affinitatschromatograph.e andererserts ™^ u /JJ^^,,5o ml von (1) PB S, 1,0% Triton 
TNFa^gand-Aff.nit^ 

X-100,10mMBenzamidin,100E/mlAprot.nin,(2)PBS,0 l A inton* ^ ■ ' 0%NP . 40 , 0 % Desoxycholat, 

100 E/ml Aprotinin, (3) PBS, 0,1%TritonX-100, ^j^^ n ?^^|^^^p^ ^^^l^^^^Sftirten rntt 100 mM Glycir^pH 2.5, 
0,1% SDS, (5) PBS, 0,2% Decylmaltos.d gewaschen- wwSauSwurdenfOrsich gesammelt und die 

(Amicon, Molekulargewichts-Ausschluss 10'000) aufkonzentr.ert. 
Beispiel 5 

Auftrennunq mittels HPLC 
mun.L.Ugand.Atlln.a— 

mocia, 5X20 n™>, * mil 0,1% Tnfluoressigsaure, 0,1 |i crc^lglucreto^OLHW^ Pu „ erbel . lnen , F ,„ s8 vonO,5mK 
sich vereint (Nachweis gemass Beispiel 1). 



Auftrennunq mittels SDS-PAGE 

,0047] Oiege m *ssBeis P ie,5e^ 

Soya Trypsin-lnhibitor (21 ,5 kD) ^ ^ 4 durch TNFKX . Liganaena ffini- 

[0048] Unter den genannten Bedingungen wuraen tut rrouen, y ae mass Beispiel 5 weiter 

Lchromatographie von — ;« ko'ae kD und 

aufgetrennt worden waren, zwe. Banden von 55 kD und 51 kD ^sow« Ricnmond , California, USA) elektro- 

34 kD erhalten. Diese Banden wurden ,n einen, M«T Trans ^System ^°Ra<1 . pVDF . Membran (>m- 

phoretisch wahrend 1 Stunde bei 100 V m 25 mM Tns 192 ^^^J^^L entweder mi , 0 ,15% Serva- 
mobilon, Millipore, Bedford, Mass. USA) trs ^ s,ene ^^ Protein gefarbt Oder mit ent- 

Blau (Serva, Heidelberg, BRD) in Methanol/Wasser/E.sess.g ( 50/4 ^°J°~f!^ F . Bp . AWivit a t mit i 2 5,. TN Fa ge- 
tettetem Milchpulver b.ockiert und ansch = ^^^^ ^ in der Proteinfar- 

mass den in Beispiel 1 beschnebenen F.ltertestb ed.ngungen inkub.ea ua g Blot nach 
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TnZper Sie reagierten allerdings mit einem monoklonalen Antikorper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (ant, 
75 kD TNF-BP-Antikorper) gemass Beispiel 3 erzeugt worden war. 

Beispiel 7 

Aminosaureseauenzanalyse 

wmmm 

angegebenen Bedingungen eingehalten. Zunachst wurden die 97«*™^^ n S^ und 
resequenzen bestimmt wurden: 

1 ., Fur die 55 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Atg-Asp-Sec-Val- 
cys-Pto-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ue-His-PEO-Gln-X-Asn-Sec-Ue. 

und 

Set-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Tht-Thr-Thr- 
Lys 

wobei X fur einen Aminosaurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte. 
2., Fur die 51 kD und die 38 kD-Banden (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu 

wurde fur die 65 kD-Bande die folgende Sequenz abgeleitet: 



12 
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Leu-Plo-M.-Oln-Val-AU-Ph-x-Pro-Trc-AXa-^o-Glu-Pro-G^- 
Ser-Tht-Cys. 

wobei X fur einen Aminosaurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte. 
[0 051] Weitere Peptidsequenzen fur 75(65)KDa-TNF-BP wurden bestimmt: 

Ue-x-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pco-Ala-Leu-Glu 



und 

Ser-Gln-Leu-Gl^-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Tht-Glu- 
Glu-Lys-Pro-Leu 

20 und 

Val-Phe-Cys-Thc 

25 und 

Asn .Gln-Pro-Gln- A la.Fro-GIy-Val-Glu-Ala- S er-Gly-Ala-Gly- 
GLu-Ala 

30 

und 

Leu-cys-Ala-Pco 

35 

und 

Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp 

40 

und 

Gly-Ser-Gla-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-Ile-X-Ala-Pco 

wobei X fur einen Aminosaurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte. 
so Beispiel 8 

D ^ mm „ nf ] »nn Basen-Seauea— "™ ^mpipmentarer DNA (cDNA) 
l0052] AusgehendvonderAminos^ures^^ 

SSXSS^^ ^ — der An,eitun9 des 
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Oligonucleotide wurden in einer Polymerase-Ketten eakto W^n ^ B asesequenz 
AnLng des Herstel.ers) dazu T^^^JSS^^ lautet: 5'-AGGGAGAAGAGAGA- 
aiscDNA-Fragmentzu synthetis.eren. ""J^K^™^ um nach bekannten Verfahren einen fur 
TAGTGTGTGTCCC-3' . D,eses ^J^^^^oSTLbank von menschlicher Placenta zu identifizieren 
das 55 kDTNF-BP codierenden cDNA-Klon ,n e,ne ^^° N ^ x . Vektor gescnnitte n und in die Plasmide pUC18 
(42,43). Dieser Klon wurde dann nach ufa '^en Meth°de " «"^ m ^ ^ ,„ dje M13m p 18/M 13mp19 Bacterio- 
Pharmacia, Uppsala. Sweden) ,und IpUC Phan. a aa dieses cDNA-Klons wurde mit einem 

phagen (Pharmacia, Uppsala Sweden) ^^^?^^n Ang a ben des Herstellers bestimmt. Die Nukleo- 
Sequenase-Krt (U.S. Biochemical. Cleveland, Oh o USA) nach den « 9 dessen sj lpeptid (Am ino- 

tidsequenz und die daraus abgeleitete Ammosaure eq e z fu das 55 kDT Abkur2ungen f0r Basen wie 

saure "-28° bis Aminosaure "0") 1st in F.gur 1 ^ *^ ®f ™T ^ nnten ReZ eptorproteinsequenzen lassen 
Aminosauren dargestellt. Aus S-H-^-JJ-^^ c'terminale Domanen, die 

sich ungefahr 180 Aminosauren ent von 19 Aminosauren (in Figur 1 unterstn- 

NA-Sequenzen zu identifizieren, wobei a.lerd ngs ,n f° s *^^^^ um 
,eitete,vo.lstandigdegenerierte14-mereund 5^ Djese cDNA . probe wurde dann 

eine primare, 26 bp cDNA-Probe in e.ner f^JJ^^^S^ Lange zu identifizieren. Diese cD- 
d azu verwende, in einer HL-60 ^ cDNA-B, ^^^^^ ^ham) nach den Angaben des 
NA-Bibliothek wurde mittels .sol.erter HL60 RNA unO ' «nemc darges t e ,| t> wobei nochmalige Sequen- 

^^^^^^^^^^■^^ 

"TCC" kodiert wird, stehen. 
Beispiel 9 
30 Expression in COS 1-Zellen 

1M S„ » die session I* COS*** ^"^^^^Z^^ 

» H-M, Ball. BamHI und Ml (MM Sw«z). 



t5 



20 



25 



Pvull 

5 • -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC 
3 • -TTCGAACCGGTCCTA" 



GGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 ' 



45 



50 



55 



HinterdiesenS— ^ 

kersequenz befindet sich das 2. Intron und da * P °*^ 

et al., Cel. 1 8. 545-558. 1 979). Das Plasmld ° nt Q haft ^ n ^^^ des Plasmids in E. coli ermoglicht. 

aus pBR322. das E. coli-Bakterien Amp ^^^^1^^ »pNH" *■ der Restriktionsendonu- 
[0055] Zur Konstruktion des Express.onsvekto s ^^^^la^. Der dephosphorylierte Vektor 

wurde danach aus einem Agarosegel isohert <V1). Die 5 u ° ema " 9 K lenow-Enzym aufgefullt. Anschliessend 

Fragments der 55 kD TNF-BP-cDNA (siehe ^^^^ZZ 5 und F1 mittels T4-Ligase mtteinander 
wurde dieses Fragment aus einem Agarosegel »f^'^^^ Lh bek annten Methoden [42] transfor- 
verbunden. E. coli HB101-Zellen wurten dann ^^g^^^ Methoden [42] wurden Transfer- 
miert. Mit Hitfe von Restrikl.onsanalysen u "f °"^^woSn li«n, welches das 1 ,3kb EcoRI-Fragment der 55 
kD TNF-^ korrekten Orientierung enthielt. Dieser Vektor 

« ku nnli 



erhielt die Bezeichnung "pN123". 
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[00 S6] ZurKonstrukti ondesVeKto^wur^ 

ur den extrazeUularen Teil des 55 kD TNF-BP •^£^^^,996. siehe aUCh BeiSP ' el 8) ' * 
wurde mittels PCR-Technologie emalten (Sa,k, et al., Sc 2&£ ° ^-BP codierende cDNA aus "pN123- 
gcnden Oligonukleotide warden, urn die fur den extrazellularen Ted des 55 kD TNh 
zu amplifizieren, verwendet: 



BAMHI 

5 • -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 • 



20 



25 



30 



35 



ASP718 

3 • .CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC 5 ' 
[0 0 57 ] Du.hdieseO.igonu^ 

gefuhrt. Das so amplifizierte DNA-Fragment wurde ^^J^i^enl anschliessend aus einem Agarosegel 
stehenden Enden mit Hilfe des Wenow-Enzyms von E. coli HB101 , wie bereits 

[0058] Transfektion der COS-Zellen mrt den P tamrtff , pN«3 £w£ 1987) durcngefQ hrt. 72 Stunden 
veroffent.icnten Lipofections-Methode ^J^^^ ^ ^ekannten Methoden mit ^.-TNFaauf 
nach erfolgter Transfektion wurden die m ^fj[^^^ ard G Ann . N . Y . Acad. Sci. 51, 660, 1949] der so 
Bindung anaiysiert. Das Resuftat ^f^^S^L Ku'lturuberstande der miPpK19" transfizierten 
erhaltenen Bindungsdaten (Figur 2A) .st ,n Rgur 2B dargest n D,e |atten (Dynatech , Arlington, VA, 

Zeilen wurden in einem "Sandwich'-Test un^ 

USA) mit 1 00 al/Loch eines Kaninchen-anJ-Maus J^gJJ^ 22r^"--- Etol^>M 3 dunh — n. Antlc^nblnduna 
die Platte gewaschen und m.t e,nem anti-55kDTNF BF Art* W 9 . nkM smden> 20 . C) . Die 

nachgewiesen und isoliert wurde, der aber die TNF-B n ng a ^M*n mc KulturQberstande (1 :4 verdQ nnt mit 

P,atte wurde dann wieder gewascher , und utar NacM ^be: 4 mM NaCli 5 mM EDTA, 0,02% Na- 

1% entfetteter Milchpulver enthaltendem Puff • A 50 rntv ^™ pH ^ pufferA(10 6 cpr ^ ml , I00ul/Loch) mit Oder 
Azid) inkubiert. Die Platte wurde entteert und ^™^^^ In ^\^5, wurde die Platte 4 mal mit 
ohne Zusatz von 2 pgftnl unmarkiertem TNF wahrend 2Stunden bei 4 C inK ^ ^ ^ g 

PBS gewaschen die einze,™ . -^-^ dem pN ,, VeWor (Saulen . 

Beispiel 10 
45 Expression in Insektenzellen 

k™U 1989, -Hi 8 h Le».l Expressed .1 ^^^Z^ZZZtm^r, modifiite*. Ed »ddde «• 
dyi*""**" Olig.nuW.01id ddr loldeato Sddd.dz lid.dd: 



55 
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BamHI ' EcoRl Asp718 
5- _ GATCCAGAATTCATAATAG - 3' 

3. . GTCTTAAGTATTATCCATG - 5' 



,0060, E.co.iHB101wurdemitdemL^^ 
KelLsdasOligonu^otidkorrektelngeb^ 

rung nach bekannten Methoden (s.o.) £^^S^ n L. mit aLlischer Phosphatase behan- 
Transfervetoors "pM13" wurde d,esesPlasm<d pNR704 mrt ^"' 9 ^ ' , jso|iert Das wie obe n mit EcoRl 

deit und der so erzeugte V— ^jJ^^SC^I-W- ■» "gierungsansatz 
geschnittene 1 ,3 kb-Fragment der 55 kD TNF BP «nav«i a 0rjentierung fur die 

dem folgenden synthetischen Oligonukleotid ligiert: 



Banl RS P 718 
5. _ GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3 1 

3 ' - 



GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5' 



mid erhielt den Name "."P N ! 19 l ran , prvektore .- N124 - wurde fo |gendermassen vorgegangen. Das in Beispiel 1 9 be- 
[0063] Zur Konstruklion des ^WF-BP oodierende oDNA-Fragment wurde mit den angegebenen 
schriebene, fur den extrazellularen Teil des 55 kD TNt- bk co amplifiziert. Dieses Fragment wurde 

Oligonukleotiden mit Hilfe der PCR-Technologie, »pNR704» wurde ebentalls 

mit BamHI und Asp718 geschnitten und ^^S^JS^^Y^ ^ente V4 und F4 wurden 

Se^coT^ 

s e 4 r n ~,ion 

wurden mit 1 ug DNA des Autographa c-to-^^^ gereinigt [52]. Mit 

( ATCC CRL 1711) transtektiert. J^^KSE St 52] Srie eJ, iliert. Nach 8 Tagen in Kuitur 
diesen rekombinanten Viren wurden wieder ™ 

und dTe zeilgebundene Radioaktivitat in einem y-Zahler gezahtt (siehe Tabelle 2). 



5 



Zellen 


Zeilgebundene Radioaktivitat pro 10* Zellen 


nichtinfizierte Zellen (Kontrolle) 
infizierte Zellen 


60 cpm 
1600 ±330 cpm 1 > 
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5 Kettenreaktion amplifiziert: 
Oligonukleotid 1: 

5-.TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-V 

15 Oligonukleotid 2: 

SSt I 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



5 ' -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG- 3 ' 

, • ^ „rnj Hvi-Vektor TDSM 5523; Europaische Patentanmeldung Nr. 
[0066] Dieses cDNA-Fragment wurde ^.^^^SZ^ 8ar.No. 510773/90] ligiert, aus dem 
90107393.2; Japanische Patentanmeldung Nr. 108967/90 US Sstl-Schnittstellen befinden 

die CD4-CDNA uber die Sst '-"■^"•"■f^ Das Konstrukt wurde mttels 

sich in dem Vektor pCD4-H^ sowohi vor w,e ,n de ^^J^S^oaS h J558-Mye.omzel.en (ATCC Nr. 
Protoplastenfusion nach Oi et al. (Procd. Natl. Acad. Sc. USA £825 y Xanthin (Traun . 

eckereta.., Eur. J. Immunol. 16, 851 -854 [1986]) maas ^ ru " v transfizierten Zellen sekretierte Ex- 

fotales Kalberserum, 5 x 10* M 2-Mercaptoethanol) 

P ressionsproduktkonntemi«e.sublicherM^^^ 
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,• • i^omhination aus zwei Teil-DNA-Sequenzen umfassen, wobei die eine Teilsequenz fur 
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wird die die in Figur 4 dargestellte partielle cDNA enthalt und wobei das Protein die N-terminale Sequenz Leu- 
Pro-Ala^ln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys t wobei X fur einen Aminosaurerest stent, 
der nicht bestimmt werden konnte, aufweist, und die andere Teil-Sequenz, fur aile Domanen ausser der ersten 
Domane der konstanten Region der schweren Kette von humanen Immunglobulinen der Klasse IgG kodiert. 

2. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 1 , wobei besagte humane Immunglobuline solche vom Typ Ig1 bzw. Ig3 sind. 

3. Von DNA-Sequenzen gemass einem der Anspruche 1 oder 2 kodierte rekombinante Proteine. 

4. Vektoren, die DNA-Sequenzen gemass einem der Anspruche 1 oder 2 enthalten und zur Expression der von 
diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteine in prokaryotischen- wie eukaryotischen Wirtssystemen geeignet sind. 

5. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssysteme, die mit einem Vektor gemass Anspruch 4 transform ert worden 
sind. 

6. Wirtssysteme gemass Anspruch 5, wobei diese Sauger- oder Insektenzelien sind. 

7. Ein Verf ahren zur Herstellung einer Verbindung gemass Anspruch 3, das dadurch gekennzeichnet ist, dass man 
ein wie in Anspruch 5 oder 6 beanspruchtes transformiertes Wirtssystem in einem geeigneten Medium kultiviert 
und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium diese Verbindung isoliert. 

8. Proteine, herstellbar nach einem wie in Anspruch 7 beanspruchten Verfahren. 

9 Pharmazeutische Praparate, insbesondere zur Behandlung von Krankheiten, bei denen TNF involviert ist, wobei 
solche Praparate dadurch gekennzeichnet sind, dass sie eine oder mehrere Verbindungen gemass Anspruch 
3 oder 8 oder deren physiologisch vertragliche Salze, gewunschtenf alls in Kombination mit weiteren pharmazeu- 
tisch wirksamen Substanzen und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutisch vertraglichen Tragermateri alien ent- 
halten. 

10 Verwendung einer Verbindung gemass Anspruch 3 oder 8 zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammen- 
setzung zur Behandlung pathologischerZustande, in denen TNF als Mediator von Immunantwortoder Entziindung 
beteiligt ist. 

11. Verwendung einer Verbindung gemass Anspruch 3 oder 8 als Diagnostikum zum Nachweis von TNF in Serum 
oder anderen Korperflussigkeiten. 

12. Verwendung einer Verbindung gemass Anspruch 3 oder 8 zum Auffinden von TNF-Agonisten wie TNF-Antagoni- 
sten. 



Claims 

1 DNA sequences which comprise a combination of two partial DNA sequences, with one of the partial sequences 
coding for soluble TNF-binding fragments of an insoluble protein and being selected from DNA sequences coding 
for soluble fragments of a TNF-binding protein having an apparent molecular weight of 75 kD/65 kD and the protein 
of about 75/65 kD being one encoded by a DNA sequence containing the partial cDNA shown in figure 4 and the 
protein including the N-terminal sequence Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Giu-Pro-Gly-Ser- 
Thr-Cys, X denoting an amino acid residue which could not be determined, and the other partial sequence coding 
for all domains except the first domain of the constant region of the heavy chain of human immunoglobulins of 
class IgG. 

2. DNA sequences in accordance with claim 1 , wherein said human immunoglobulins are those of the Ig1 or Ig3 type. 

3. Recombinant proteins coded by DNA sequences in accordance with either claim 1 or claim 2. 

4. Vectors which contain DNA sequences in accordance with either claim 1 or claim 2 and which are suitable for 
expression in prokaryotic and eukaryotic host systems of proteins coded by these DNA sequences. 
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5. Prokaryotic and eukaryotic host systems which have been transformed with a vector in accordance wKh claim 4. 

6. Host systems in accordance with claim 5, which are mammalian or insect cells. 

7 A orocess for the production of a compound in accordance with claim 3, which is characterized by cultivating a 
£ as claimed in claim 5 or 6 in a suitable medium and isolating sa.d compound from the 
host system itself or from the medium. 

8 Proteins, producible according to a process as claimed in claim 7. 

^SSSi compatible salts, i. desired in combination with additional pharmaceutic acUve substances and/ 
or non-toxic, inert, therapeutically compatible carrier materials. 

1 o The use of a compound in accordance with claim 3 or 8 for the production of a pharmaceutical preparation ifor the 
leatr^enfo^Sgica. condrtions in which TNF is invoked as a mediator of immune response or inflammation. 

11. The use of a compound in accordance with claim 3 or 8 as a diagnostic for the identification of TNF in serum or 
other body fluids. 

12. The use of a compound in accordance with claim 3 or 8 for the detection of TNF agonists and TN F antagonists. 
Revendications 

oo" S£S!Z^^nom£' ia p rot6ine de 75/65kD environ 6tant te,,e qu ' elle est , C T par m 

* cADN partie, present, dans la figure 4 et la proline presentant ia sequence N- 

lines humaines de la classe des IgG. 

2. Sequences d'ADN se.on la revendication 1 , dans lesquelles lesdites immunoglobulines humaines sont celles des 
types Igl ou Ig3. 

3. Proteines recombinantes, codees par les sequences d'ADN selon I'une des revendications 1 ou 2. 

a v^teurs oui contiennent les sequences d'ADN selon I'une des revendications 1 ou 2. et qui conviennent a I'ex- 
4 - p^iondtp^ 



tes. 



5. Systemes h6tes proca-yotes ou euoaryotes, qui ont ete transforms avec un vecteur selon la revendication 4. 

6. Systemes holes selon la revendication 5, qui sont des cellules mammiferes ou d'insectes. 

7 Precede de preparation d'un compose selon la revendication 3, caracterise en ce qu'on cultive dans un milieu 
appro! !^un P sS- h6te transform* te. que revendique dans les revendications 5 ou 6, et on iso.e ce compose 
du systeme note proprement dit, ou du milieu. 

8. Proteines pouvant etre preparees par un procede tel que revendique dans la revendication 7. 

9 Preparations pharmaceutiques, en particulier pour le traitement de maladies dans lesquelles est implique le i TNF 

9. Preparat Ions ' na ^ eui ^ ^ el|es conti ennent un ou plusieurs composes selon la revendication 
TJJ^TJS^TZ * -e physio.ogique, eventue.lement en combinaison avec d'autres 
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vue th§rapeutique. 



5 

ou de rinflammation. 



ou d'autres fluides corporels. 
nistes du TNF. 
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FiQur I 



-28. 

-30 MetC 
-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCT^y-ui^i. 




30 CysThrLysCysHisLvsGlvThrT. ^"g^^TGTCCAGGCCCGGGGCAGGAT 
175 TGTACCAAGTGCCftCAAAGGrt*tCCiAC* iGT*iCrtAi<-nuiv»iv.«-n. 




110 
415 





210 TrpLvsSe__ 4 
715 TGGAAGTCCAAG 
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Fiqiir 1 (FortS.) 



310 
1015 




330 LeuTvrAlaValValG 
1075 CTGTACGCCCT"" """" " 





1495 OOCKG^O^^O^^^^^^^^ 



1915 AACCCGAATTC 
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Fiaur 2A 




TNF-Konzentration (nM) 



Fiaur 2B 




Bindung/Zelle 
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Fiour 3 



Sandwich -Test 




H -TNF 
■ +TNF 



Probe Nr. 
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Ftqur 4 



s >^^^^^^^ 

I6 , ProGluPrcSerThrflloP^SerThrSerPheLeuleuP^ 

1,8, CCfiGflfiCCCfiGCRCTGCTCCflflGCflCCTCCTTCCTCCTCCCflRTGGGCCCCRGCCCCCUn 

,81 fllaGluGl ySerThrG I y RapPheR I aLeaProUa I G I yLeu I I el Jo I ( i I y* J I Thr ftl a 
54, GCTGflflGGGflGCRCTGGCGfiCTTCGCTCTTCCfiGTTGGRCTGRTTGTGGGTGTGflCflGCC 

20 1 LeuGlyLeuLeul lei leGlyUalUal RanCysUo 1 1 1 etlet ThrG I jU » > Ly .Ly *Lya 
601 TTGGGTCTRCTRRTflflTRGGRGTGGTGRRCTGTGTCRTCRTGRCCCflGGTGRRRRRGflnG 

261 UuGluSerSerRlaSerftiqteuflspflrgflrgflloProT^^ 

78, CTGGRGflGCTCGGCCflGTGCGTTGGRCflGRRGGGCGCCCflCTCCGflRCCRGCCRCRGGCR 
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four 4... '.rortsetzuncj 



^^^^^^^ 

»; SS3S55S5SKSSS5^ 

In! reSwMB^H68'CTCt6ICTCII(UM16(lBWI^"M(IBCBCOTCTCC^TW 
«B S^^TKCRTJTOOMIKTCMIITOttaMllB^B^^ 
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